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ABXIO.FRD 

R^acHif proc6d ^ pour 1 ^ identification et le comptaqe de 

cellules bioloqjques 

L' invention se rapporte aux analyses biologiques et notamment 
aux analyses de sang. 

Elle concerne plus particulidrement un r^actif et un proc§d6 
pour 1' identification et le comptage de cellules biologiques 
dans un 6chantillon, en particulier dans un 6chantillon de 
sang. 

L'^chantillon biologique peut dtre du sang humain ou animal, ou 
encore tout autre liquide biologique ou preparation biologique. 

Dans le domaine des analyses biologiques, 1 ' importance du 
diagnostic de la determination et du comptage precis de., 
diff^rentes populations cellulaires est reconnue depuis ; 
longtemps. En effet, 1' apparition de rapports d'6quilibre 
anormaux entre populations cellulaires normales du sang peut 
etre corr^l^e h 1' apparition de certaines maladies, par exemple 
reactions immunitaires, inf lairanatoires, etc. De mdme, 
1' apparition de populations cellulaires anorma.les peut 
egalement dtre corr§16e St 1' apparition d'autres maladies, 
tel.les que des leuc6mies, etc. 

Les methodes traditionnelles d' analyse cytologique peuvent etre 
varices., et comprennent 1 ' observation microscopique apr^s 
coloration, et 6ventuellement sedimentation ou agr^gation. La 
determination automatique des cellules sanguines a commence 
dans le debut des annees 1960 par la separation des principales 
populations leucocytaires normales ; voir la reference 
bibliographique suivant : (1) Hallerman L., Thorn R., Gerhartz 
H. : "Elektronische Dif f erentialzRhlzung von Granulocyten und 
Lymphocyten nach intervaler Fluochromierung mit Acridinorange . " 
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r;<aiiules bioloaiQues 

L' invention se rapporte aux analyses biologiques et notamment 
aux analyses de sang. 

Elle concerne plus partiouli&rement un r6actif et un proc6d6 
pour 1' identification et le comptage de cellules biologiques 
dans un 6chantillon, en particulier dans un 6chantillon de 
sang. 

L'gchantillon biologique peut Stre du sang humain ou animal, ou 
encore tout autre liquide biologique ou preparation biologique. 

Dans le domaine des analyses biologiques. 1 ' importance du 
diagnostic de la determination et du comptage pr6cis de 
0 diffSrentes populations cellulaires est reconnue depuis 
longtemps. En effet. 1' apparition de rapports d'6quilibre 
anormaux entre populations cellulaires normales du sang peut 
gtre corr616e k 1' apparition de certaines maladies, par exemple 
reactions iramunitaires , inf lananatoires, etc. De mdme, 
25 1' apparition de populations cellulaires anormales peut 
egalement Stre corr616e h 1' apparition d'autres maladies, 
telles que des leucfimies, etc. 
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Les methodes traditionnelles d' analyse cytologique peuvent §tre 
varices et comprennent 1 ' observation microscopique aprfes 
coloration, et gventuellement sedimentation ou agr6gation. La 
determination automatique des cellules sanguines a commence 
dans le debut des annees 1960 par la separation des principales 
populations leucocytaires normales ; voir la reference 
35 bibliographique suivante : (1) Hallerman L., ThomR., Gerhartz 
H. : "Elektronische Dif ferentialzShlzung von Granulocyten und 
Lymphocyten nach intervaler Fluochromierung mit Acridinorange . " 
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Verh Deutsch 6es Inn Med 70 : 217, 1964. 

La separation des leucocytes a 6t6 r6alis6e en cytomitrie de 
flux par 1 'utilisation de multiples principes impliquant les 
propri^t^s optiques et chimiques des cellules. Plusieurs 
automates d ' h^matologie ont 6t§ fabriqu6s, utilisant des 
techniques varices, comme le principe de Coulter pour la 
determination des volumes, la mesure de lumidre diffract^e pour 
1 'estimation des tailles, la mesure de I\imifere diffus^e h 90' 
pour la determination des structures internes des cellules, et 
les mesures de fluorescence ou d' absorption pour la 
determination des affinites cellulaires h divers colorants j 
voir les references bibliographiques 2 k S suivantes : 

(2) Adcuns L.R.> Kamensky L.A. : Fluor ometric Characterization 
of Six Classes of Human Leukocytes." Acta Cytol 18 : 389, 1974; 

(3) Shapiro H.M. et al. ^Combined Blood Cell Counting and 
Classification with Fluorochrome Stains and , Flow 
Instrxunentation" J. Histochem Cytochem 24 : 396-411, 1976 ; 

(4) Terstappen L.W. et al. "Multidimensional. Flow Cytometric 
Blood Cell Differentiation Without Erythrocyte Lysis." Blood 
Cells 17: 585-602, 1991 ; 

(5) Terstappen L.W., Levin J. "Bone marrow cell differential 
counts obtained by multidimentional flow cytometry" Blood Cells 
18 (2) : 311-30, 1992. 

La caracterisation de cellules a des stades precoces du cycle 
cellulaire a depuis longtemps interesse les scientif iques et la 
quantification du contenu de chaque cellule en ARN est reconnue 
de longue date comme etant un paramfetre representatif de ce 
cycle ; voir les references bibliographiques 2^5 ci-dessus et 
les references bibliographiques 6 et 7 suivantes : 

(6) Traganos F., barzynkiewicz Z., Sharpless T., Melamed M.R. 
"Simultaneous Staining of Ribonucleic and Deoxyribonucleic 
Acids in Unfixed Cells Using Acridine Orange in a Flow 
Cytof luorometric System" J. Histochem Cytochem 25 : 46, 1977 ; 

(7) Pollack A. et al. "Flow Cytometric Analysis of RNA Content 
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in Different Cell Populations Using Pyronin Y and Methyl Green" 
Cytometry, vol. 3, n' 1, pages 28-35 r 1982. 

Dans son brevet frangais n* 97 01090, du 31 janvier 1997, la 
5 demanderesse ^ d^crit dejd. une composition, et plus 
particulierement un r^actif de coloration, permettant ce typ 
d' analyse. 

Pour automatiser de telles techniques, il est necessaire de 
10 r^soudre prSalablement de multiples probl^es comme, notamment, 
la reduction des temps et du coilt de traitement des 
^chantillons. Cette reduction peut §tre abordSe de diff^rentes 
mani&res, la plus ^vidente §tant la reduction du nombre de 
canaux pour n'effectuer qu'une seule preparation cellulaire a 
15 la fois. Ce type de technique a pr^alablement 4t.6 decrit par 
li^on W. Terstappen (reference 4 ci-dessus), mais n^cessite un 
temps de traitement et d' analyse important, notamment pour le 
comptage precis des cellules nucle€es dont la quantity est 
coureunment mille fois plus faible que les cellules 
20 §rythrocytaires . 

Couramment, pour pallier cela, 1 'echantillon biologique est 
fr^quemment separ^ en au moins deux aliquotes, dont I'une est 
pr^par^e a une certaine concentration permettant I'^tude des 
25 cellules 6rythrocytaires et des plaquettes, et dont 1 'autre est 
prepar^e ^ une concentration plus forte pour 1' analyse des 
cellules nucl^ies. 

Ces techniques connues prSsentent diff6rents inconvenient s . 

30 

Pr^alablement h. 1' analyse, le traitement de cette aliquote 
comprend fr^quemment la destruction sp^cifique des cellules 
erythrocytaires pour faciliter la mesure des cellules 
restantes. Une telle methode permet d'obtenir plus rapidement 
35 les r^sultats des observations, mais est n^anmoins freinee par 
les temps de reaction, de trans fert et de coloration pour 
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obtenir la preparation souhait^e. 

Le temps d' incubation d'une suspension cellulaire dans une 
solution reactive est notanment lx€ au temps n^cessaire aux 
5 principes actifs pour p^nStrer ll I'int^rieur des cellules. Dans 
le brevet frangais 9701090 d^j^ citS, la demanderesse a d^crit 
des moyens pour acc416rer cette penetration grUce cL 
1' utilisation d'un additif, notamment d'un additif du type 
ionophore, pour aider h la penetration cellulaire. 

10 

Le temps de traitement est egalement fonction du nombre 
d'etapes successives que devra subir I'aliguote. La lyse et la 
coloration des cellules sont . couramment realisees en deux 
etapes successives, dans un ordre ou dans 1' autre (voir le 
15 brevet US 6 004 816). 

Ces deux etapes de dilution impliquent un cotlt non negligeable 
en materiel, associe h un temps de traitement minimal , 
important. 

20 

C'est en consequence un but de 1' invention de proposer un 
reactif pour 1 ' identification et le comptage de cellules 
biologiques qui surmonte les inconvenients precites . 

25 C'est en particulier un but de 1' invention de procurer un tel 
reactif qui permet d'effectuer simultanement la lyse de 
certaines cellules, en particulier de cellules erythrocytaires, 
la fixation des cellules nucieees et la coloration du materiel 
intracellulaire . 

30 

C'est egalement un but de 1' invention de procurer un tel 
reactif qui permet de realiser ces operations dans un' temps 
restreint pour reduire de fagon import ante les cofits et les 
temps d' analyse, et le nombre de reactif s. 

35 



L' invention propose k cet effet un reactif pour 
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1' identification et le comptage de cellules biologiques dans un 
§chantillon, leguel comprend : 

- un agent de lyse cellulaire choisi parmi au moins un 
5 detergent en une concentration efficace pour lyser 

sp^cifiquement un type donn^ de cellules de 1 '^chantillon, et 

- un colorant propre cL marquer les acides nucl^iques 
intracellulaires des cellules restantes non lys^es. 

10 

L' invention procure ainsi un r^actif de lyse et de coloration 
simultan^e d'un echantillon biologique, permettant d'obtenir en 
une seule etape une solution de cellules pouvant etre analys^e, 
par exemple par un systfeme de cytometrie en flux. Cette analyse 
15 permet d'obtenir une classification et un comptage des cellules 
ainsi trait^es. 

Ainsi ^ le r^actif de 1' invention combine une solution reactive 
du type d^crit dans le brevet frangais 97 01090 avec un agent 
20 de lyse cellulaire qui permet de lyser specif iquement un type 
donn6 de cellules de 1 ' Echantillon, en particulier les cellules 
Erythrocytaires . 

La solution reactive colorante en elle-meme, d^crite dans le 
25 brevet frangais 97 01090, permet d'acc^lerer la permeation 
membranaire pour la coloration des cellules biologiques de 
1' Echantillon. Cette solution colorante peut etre utilisEe 
aussi bien avant qu'aprds la lyse des hEmaties selon les types 
cellulaires h Etudier. Ainsi, le principe rEactif de cette 
30 solution colorante a Ete conserve et transpose au sein d'une 
solution lytique permettant une destruction des hEmaties et une 
coloration des cellules restantes prEalablement la mesure. 

L' agent de lyse cellulaire comprend avantageusement au moins un 
35 detergent ionique et/ou non ionique dans une concentration 
propre ^ lyser les Erythrocytes. 
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Le detergent de 1' invention est avantageusement choisi parmi : 

5 - les amines primaires, les acetates et chlorhydrates d' amines, 
les sels d' ammonium quaternaire et le bromure de 
trim6thylc6thyl ammonium ; 

- les eunides de dieuaines substitutes, la ditthanoleunino- 
10 propylamine ou le ditthylamino-propylamide, les amides de 

ditthyldnetriamine cyclists, 

- les alkylaryl sulfonates,, sulfonates de pttrole, glyctrides 
sulfonts . ; 

15 

- les cholamides, les sulf obttaXnes ; 

* les alkyl. glycosides, les saponines ; 

20 - les polyoxytthyldne Others et sorbitans, et les polyglycol 
Others . 

Dans un exemple de realisation, ce detergent comprend un 
mtlange de Triton XlOO ^ une concentration de 0,05% (p/v) et de 
25 Tween 20 h une concentration de 0,0001% (v/v) . 

Dans toute la description, 1' expression "p/v" signifie 
"poids /volume" et 1' expression "v/v" signifie "volume/vol\ime" • 

30 Le colorant utilist est avantageusement du type fluorescent. 

Avantageusement, on choisit un colorant qui est propre k 
s'associer sptcif iquement ^ I'acide ribonucltique 
intracellulaire et ^ augmenter sa fluorescence, une fois 
35 associt k celui-ci« 
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Le colorant de 1' invention peut etre choisi noteunment parmi la 
les colorants suivants : 

le thiazole orange ou l-m6thyl-4-[ (3-m6thyl-2-(3H)- 
5 benzothiazolyliddne ) methyl ] quinolinium p-tosylate, 

- le thiazole blue, 

le quinolinium, 4 - [ t 3 t h y 1 - 2 - ( 3 H ) - 

10 ben20thiazolylidfene)m§thyl)-l-[3- 
( trim^thylammonium) propyl 1 , diodure, 

- le 3,3 • -dimethyloxacarbocyanine iodure ou 3-ni6thyl-2-[ 3- 
( 3-m6thyl-2 ( 3H)-benzoxazolylid6ne)-l- 

15 propenyljbenzoxazolium iodure, 

- la thioflavine T, 

les colorants SYTO® et TOTO® (TM Molecular Probes), 
20 .. .. . 

- le bromure d'^thidium, 

- 1' iodure de propidium, 
25 - I'acridine orange, 

- la coriphosphine O, 

- I'aur amine O, 
les colorants HOECHST 33258 et HOECHST 33342, 
le 4 • , 6-dicunino-2-ph^nylindole, dihydrichlorure (DAPI), 



30 



35 



le 4' ,6-(diimidazolin-2-yl)-2-ph6nylindole, 

dihydrochlorure (DIPI), 
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la 7 aminoactinomycine D, 
" l/actinomycine et 

5 

le LDS 751. 

Dans une forme de realisation pr^f^r^e de 1' invention, le 
r^actif comprend en outre au moins un agent de penetration 
10 membranaire propre 3l favoriser la penetration du colorant dans 
les cellules h marguer* 

L' agent favorisant la penetration membranaire est 
avantageusement un compose ionophore de type protonophore et/ou 
15 antibiotique • 

Get agent est generalement present h une concentration 
inferieure 0,005% (p/v). Un exemple d ' antibiotique utilisable 
est. la valinomycine. 

2,0 

II est avantageux que le react if comprenne, en outre,, au moins 
un agent de fixation membranaire present h une concentration de 
0,1% it 10% (p/v). Get agent de fixation comprend, de 
preference, au moins un alcool et/ou un aldehyde. A ce titre, 
25 on pref^re utiliser, par exemple, le paraformaldehyde ou le 
glutaraldehyde • 

II entre egalement dans le cadre de 1' invention de prevoir 
d'autres additifs ou composants dans le reactif. 

30 

Ainsi, ce reactif peut comprendre, en outre, au moins un 
compose choisi parmi un agent complexant, un sel inorganique et 
un systeme tampon. 



35 



Sous un autre aspect, 1' invention concerne un precede pour 
1' identification et le comptage de cellules biologiques dans un 
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gchantillon, en particulier dans un echantillon de sang, lequel 
comprend les operations suivantes : 

- m^langer et incuber 1' Echantillon avec un r^actif tel que 
5 d^fini ci-dessus pour r^aliser, en une seule 6tape, la lyse de 

cellules d'un type donnE, en particulier de cellules 
Erythrocytaires , la coloration des acides nucl§iques 
intracellulaires et la fixation des cellules nucl§§es ; 

10 - mesurer la solution result ante en cytometrie de flux avec au 
moins deux parametres de mesure choisis parmi le volume 
resistif, la diffraction lumineuse dans I'axe, la transmission 
lumineuse dans I'axe, la diffusion lumineuse orthogonale et la 
fluorescence ;. et 

15 

- classifier et compter les cellules nucleees en populations, 
au moyens des paramdtres mesur^s . 

Dans la mesure en cytometrie de flux, le parcunetre de 
20 diffraction lumineuse dans I'axe est au moins un parametre 
choisi parmi la diffraction aux petits angles et la diffraction 
aux grands angles . 

Cette mesure peut etre r^alis^e au moyen d'un cytomfetre de flux 
25 possEdant les parametres conventionnels tels que la diffraction 
dans I'axe ou "FSC" (Forward Scatter), la diffusion orthogonale 
ou "SSC" (Side Scatter), la fluorescence soit orthogonale 
(FLl), soit dans I'axe, soit en 6pi-f luorescence, le tout 
polarise ou depolarise, mais egalement des parametres de mesure 
30 additionnels tels que la mesure de lumidre transmise ou la 
volumetrie resistive, telles que decrites dans le brevet 
frangais 89 14120 du 27 octobre 1989. 

La resistivite peut etre mesuree au moyen d'un courant continu 
35 (DC) afin d'exprimer le volume des elements et/ou au moyen d'un 
courant pulse ou alternatif (RF) afin d'exprimer les 
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differences densim^triques internes s'approchant de la 
determination de la structure. 

De ces param^tres, peuvent §tre extraits des ensembles 
5 d' informations multiparam^triques pour chacune des cellules 
analys6es, permettant leur classification. La classification 
sera d'autant plus precise que les param^tres d^finissant les 
cellules seront pertinents et nombreux. Ce type d' etude 
multiparametrique a deja 6t,6 d^crit precedemment (voir les 
10 references bibliographiques 4 et 5 ci-dessus). 

Dans le cadre de 1' invention, les cellules nucieees classifiees 
sont indif feremment des cellules matures ou immatures, normales 
15 ou anormales. 

. La classification des cellules nucieees est ef f ectuee par des 
precedes connus. Elle peut etre realisee par un logiciel 
d' analyse multidimensionnel avec ou sans le recours ^ . une 
20 technique neuronale logicielle ou non. 

Dans le cadre de 1' invention, 1 'echantillon biologique peut 
etre un echantillon de sang humain ou animal, ou encore un 
echantillon de liquide biologique ou une suspension de 
25 cellules, d'origine humaine ou animale. 

Get echantillon est melange avec la solution reactive dans des 
conditions de temperature definies. La cinetique de reaction 
fait que les cellules erythrocytaires sont d'abord detruites, 
30 la penetration du colorant est aidee paralldlement h la 
fixation des cellules qui se fait plus lentement. 



L' invention sera decrite maintenant en reference k I'exemple 
suivant : 
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Exemple 

Dans le cadre de cet exemple, on utilise un r^actif ayant la 
composition suivante : 

5 



Agent complexant 


EDTA 


0,02 % 


(P/V) 


Sel inorganique 


NaCl 


0,85 % 


(p/v) 


Syst^e tampon 


Phosphates 


0,5 % 


(p/v) 


Detergents 


Triton XI 00 


0,05 % 


(p/v) 




Tween 20 


0,0001 % 


(v/v) 


lonophore 


Valinomycine 


0,003 % 


(p/v) 


Colorant 


Thiazole orange 


0,005 % 


(p/v) 


Aldehyde 


Paraformaldehyde 


1 % 


(p/v) 



15 

Un echantillon de sang total est melange a la solution reactive 
ci-dessus. Apres une incubation de quelques secondes 
(typiquement de I'ordre de 15 h 30 secondes), la solution est 
analys6e au moyen d'un ensemble de cytometrie de flux 
20 comprenant au moins les param^tres suivants : diffraction dans 
I'axe (FSC) donnant une interpretation de la taille, diffusion 
orthogonale (SSC) exprimant la structure des elements observes 
et fluorescence orthogonale (FLl) permettant de mesurer 
1' expression de I'acide ribonucieique intracellulaire • 

25 

Les resultats ainsi obtenus sont observes en mode 
multidimensionnel, afin de determiner les inter-relations des 
differentes populations entre chaque parametre» 

30 On se ref^re maintenant aux Figures 1 a 4 qui represehtent les 
resultats obtenus avec un echantillon de sang humain normal. 



La Figure 1 represente la matrice obtenue au moyen des deux 
parametres de diffraction dans I'axe (FSC) et de diffusion 
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orthogonale (SSC) . Quat:re populations se d^tachen-t nettement : 
L figurant les lymphocytes, M figurant les monocytes, N 
figurant les polynucl^aires neutrophiles et E figurant les 
polynucl6aires Sosinophiles . Les populations IG pour immature 
5 granuleux, BL pour blastes, B pour polynucl^aires basophiles et 
ErB pour 6rythroblastes sont indigu^es mais non dissociables en 
seulement deux dimensions. 

La Figure 2 repr^sente la matrice form^e par les parsun^tres de 
10 diffraction dans I'axe (FSC) et de fluorescence (FLl). Les 
quatre m§mes populations que repr^sent4 h la Figure 1 se 
retrouvent, mais organis^es dif f ^remment . Les cellules 
mononucl^^es L et M forment le groupe super ieur de fluorescence 
moyenne et les cellules polymorphonucl64es N, E et B forment le 
15 groupe inf^rieur de fluorescence faible. La population ErB des 
grythroblastes est nettement s^par^e k la pointe des deux 
groupes ainsi formes. Les emplacements normaux des populations 
BL et 16 sont indiqu^s. 

20 La Figure 3 repr^sente la matrice form6e par les paraim^tres de 
diffusion orthogonale (SSC) et de fluorescence (FLl). Les mdmes 
populations se retrouvent organis^es d'une manidre diffSrente 
mais permettant d'isoler les pppulations IG et BL (en tr^s 
petites quantit^s dans un ^chantillon normal). 

25 

La Figure 4 repr^sente une vision tridimensionnelle des 
populations obtenues . 

Les Figures 5 8 repr^sentent les m§mes types de r 6 suit at s que 
30 les Figures 1 4 respectivement , mais obtenus avec un 
^chantillon pr^sentant des cellules blastiques (Bl) et traits 
conform^ment £L 1' invention. 

Les Figures 9 ^ 12 repr^sentent les m§mes types de r6sultats 
35 que les Figures 1 H 4 respectivement, mais obtenus avec un 
4chantillon pr^sentant des cellules granulocytaires immatures 
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(IG) et traits conform^ent 1' invention. 

Le r4acti£ et le proc6d# de 1' invention permettent ainsi, en 
une seule 6tape, de rSaliser une lyse specifique et une 
coloration simultan6e de cellules biologiques dans un 
^chantillon, en particulier dans un echantillon de sang humain 
ou animal* 

On peut ainsi obtenir rapidement une identification et un 
comptage de cellules k partir d'un automate d' analyse base sur 
la cytom^trie de flux. 
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1* R^actif pour 1' identif ica1:ion et: le comptage de cellules 
biologiques dans un ichantillon, en particulier dans un 
5 ^chantillon de sang, caract^ris^ en ce qu'il comprend : 

- un agent de lyse celiulaire choisl parmi au moins und^tergent 
en une concentra-tion eff icace pour lyser specif iguement un type 
donn6 de cellules de I'^chantillon, et 

10 

- un colorant propre k marguer les acides nucl Piques 
■ intracellulaires des cellules restantes non lys^es. 

2. R^actif selon la revendication 1, caract^ris^ en ce que 
15 1' agent de lyse celiulaire comprend au moins un detergent 

ionique et/ou non ionique dans une concentration propre It lyser 
. les Erythrocytes . 

3. R^actif selon I'une des revendications 1 et 2, caractErisE 
20 en ce que le detergent est choisi parmi : 

- les amines primaires, les acetates et chlorhydrates 
diamines, les sels d' ammonium quaternaire et le bromure de 
trim^thylc^thyl ammonium ; 

25 

- les amides de diamines substitutes, la ditthanolamino- 
propylamine ou le diethylcunino-propy 1 amide , les amides de 
ditthylSnetriamine cyclists, 

30 - les alkylaryl sulfonates, sulfonates de pttrole, 
glyctrides sulfonts ; 

les cholamides, les sulf obttaines ; 




Revendications 



35 



les alkyl glycosides, les saponines ; 
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les polyoxyethylene Others et sorbitans, et les polyglycol 
Others • 

4. R§actif selon I'une des revendications 1^3, caract^ris6 
5 en ce que le colorant: est du type fluorescent. 

5. Rgactif selon I'une des revendications 1 k 4, caract^ris§ 
en ce que le colorant est propre h s'associer sp^cifiquement 
I'acide ribonucl^ique intracellulaire et a augmenter sa 

10 fluorescence, une fois associ6 k celui-ci. 

6. RSactif selon I'une des revendications 1^5, caract^ris^ 
en ce que le colorant est choisi parmi : 

15 - le thiazole . orange ou l-m6thyl-4-[ (3-methyl-2-(3H)- 
ben2othiazolylid6ne)^l6thyl]quinoliniu^l p-tosylate. 



le thiazole blue. 



20 - le guinolinium, 4 - [ ( 3 -m€ t h y 1 - 2 - ( 3 H ) - 

benzothiazolylid§ne )ia#thyl ] -1- [ 3- 
( trim^thylammonium) propyl ] , diodure, 

- le 3 , 3 ' -dim^thyloxacarbocyanine iodure ou 3-m6thyl-2-[ 3- 
25 (3-in^thyl-2(3H)-benzoxazolylid^ne)-l- 

propSnyl]benzoxazolium iodure, 

- la thioflavine T, 



30 - les colorants SYTO® et TOTO® (TM Molecular Probes), 
le bromure d'^thidium. 



35 



1' iodure de propidium, 
I'acridine orange. 
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- la coriphosphine O, 

- I'aur amine O, 

5 - les colorants HOECHST 33258 et HOECHST 33342, 

le 4 • ^6-diamino-2-ph6nylindole, dihydrichlorure (DAPI), 

- le 4 • , 6-.( diimidazolin-2-yl ) -2-ph^ny lindole r 
10 dihydrochlorure (DIPI), 

-. . la 7 aminoactinomycine 

- I'actinoxnycine D, et 
15 • 

- le LDS 751. " 

7. R^actif selon I'une des revendications 1^6, caract^ris^ 
en ce qu'il comprend en outre au moins un agent de penetration 

20 membranaire propre a favor iser la penetration du colorant dans 
les cellules h marquer* 

8. Reactif selon la revendication 7, caracterise en ce que 
1' agent favorisant la penetration membranaire est un compose 

25 ionpphore de type protonophore et/ou antibiotique • 

9. Reactif selon I'une des revendications 1^8, caracterise 
en ce qu'il comprend en outre au moins un agent de fixation 
membranaire present St une concentration de 0,1% h 10% (p/v) • 

30 

10. Reactif selon la revendication 9, caracterise en ce que 
1' agent de fixation membranaire comprend au moins un alcool 
et/ou un aldehyde choisi parmi le paraformaldehyde et le 
glutaraldehyde . 

35 

11. Reactif selon I'une des revendications 1 a 10, caracterise 
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en ce qu'il comprend en . outre au moins un compose choisl parmi 
un agent complexant, un sel inorganique et un systeme tcunpon. 



12. Proc^d^ pour 1' identification et le comptage de cellules 
5 biologigues dans un ^chantillon, en particulier dans un 
^chantillon de sang, caract^ris^ en ce qu'il comprend les 
operations suivantes : 

- m^langer et incuber I'^chantillon avec un r6actif selon I'une 
10 des revendications 1 a 11 pour r^aliser, en une seule ^tape, la 

lyse de cellules d'un type donne, en particulier de cellules 
^rythrocytaires, la coloration des acides nucl^iques 
intracellulaires et la fixation des cellules nucl66es ; 

15 - me surer la solution result ante en cytom^trie de flux avec au 
moins deux paramdtres de mesure choisis parmi le volume 
r§sistif, la diffraction lumineuse dans I'axe, la transmission 
lumineuse dans I'axe, la diffusion lumineuse orthogonale et la 
fluorescence ; et 

20 

- classifier et compter les cellules nucl§ees en populations, 
au moyens des param^tres mesur^s. 

.13. Precede selon la revendication 12, caract^risS en ce que 
25 la mesure de resistivity est effectuSe au moyen d'au moins un 
courant choisi parmi un courant continu (DC) et un courant 
pulse ou alternatif (RF) • 



14. Precede selon I'une des revendications 12 et 13, 
30 caracterise en ce que le parametre de diffraction lumineuse 
dans I'axe est au moins un parametre choisi parmi la 
diffraction aux petits angles et la diffraction aux grands 
angles • 

35 15. Precede selon I'une des revendications 12 h 14, 
caracterise en ce que les cellules nucieees classifiees sont 
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indif f 6reinment des cellules matures ou immatures , normales ou 
anormales • 

16. Proced^ selon I'une des revendications 12 h 15, 
caract4ris6 en ce que la classification des cellules nucl^^es 
est r4alis6e par un logiciel d' analyse multidimensionnel avec 
ou sans le recours h une technique neuronale logicielle ou non. 

17. Proc6d6 selon I'une des revendications 12 ^ 16, 
caractSris6 en ce que l'6chantillon est un 6chantillon de sang 
hiimain ou animal. 

18. Proc€d6 selon I'une des revendications 12 16, 
caract^ris6 en ce que 1 '^chantillon est un 6chantillon de 
liquide biologique ou une suspension de cellules, d'origine 
hvimaine ou animale. 





FIG. 3 
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